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ABBREVIAZIONI 
 
 
 
HSCs    Hematopoietic Stem Cells 
OBs    Osteoblasts    
HPCs     Hematopoietic  Progenitor Cells 
SDF-1    Stromal Derived Factor 1 
CXCR4    Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 
G-CSF    Granulocyte colony-stimulating factor 
VLA-4    Very Late Antigen-4 
LFA-1    Lymphocyte function-associated antigen 1 
MMP    Matrix Metallo Proteinase 
MSC    Mesenchimal Stromal Cells 
ISCT    International Society for Cellular Therapy 
CD    Cluster of Differentiation 
HLA    Human Leukocite Antigen 
SSEA-4    Stage Specific Embryonic Antigen 4  
MSCA-1    Mesenchymal stromal cell antigen-1 
CFU-F    Colony-Forming Unit Fibroblast 
NK    Natural Killer 
HSCT    Hematopoietic Stem Cell Transplantation  
GVHD    Graft Versus Host Disease 
SNO    Spindle-shaped N-cadherine
+
 Osteoblasts 
ASCs    Adult Stem Cells 
iPSC    Induced Pluripotent Stem Cell 
RS    Rapidly Self-renewing 
VSEL    Very Small Embrionic-like Cells 
MIAMI    Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible 
MAPC    Multipotent Adult Progenitor Cells 
MUSE     Multilineage Differentiating Stress Enduring 
MPCs    Mesodermal Progenitor Cells 
SSC    Side Scatter 
MM    Multiple Myeloma 
MGUS  Monoclonal gammopathy of undetermined 
 significance 
V 
 
OCs    Osteoclasts 
PhABS    Pooled Human AB Serum 
BMMNCs    Bone marrow mononuclear cells 
DMEM    Dulbecco’s modified Eagle's medium 
%ABred    Percentuale di AlamarBlue ridotta 
DKK-1    Dickkopf-1 
PKC    Protein Kinase C 
NFAT    Nuclear factor of activated T-cells 
UPP    Ubiquitin-Proteasome Pathway 
Nf-κB    Nuclear factor kappa  
IMiD    ImmunoModulatory Derivates
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RIASSUNTO 
 
La nicchia ematopoietica è uno spazio del midollo osseo in cui risiedono le cellule 
staminali ematopoietiche (HSCs).  
Il loro destino è stabilito dai fattori rilasciati localmente dal microambiente: le 
HPCs possono rimanere nella nicchia in uno stato di quiescenza per lungo tempo 
oppure proliferare, generando cellule mature che raggiungono il circolo periferico. 
Nel midollo osseo, oltre alle cellule ematopoietiche, vi sono le mesenchimali 
stromali (MSCs). Per il grande potenziale differenziativo mostrato, le MSCs 
rappresentano un’importante risorsa nella medicina rigenerativa. Diversi lavori 
hanno però mostrato l’eterogeneità di questa popolazione poiché, insieme alle 
cellule multipotenti con capacità di differenziamento mesenchimale, sono state 
isolate cellule pluripotenti con caratteristiche simil-embrionarie.  
Recentemente è stato possibile isolare da midollo osseo umano delle cellule 
ritenute progenitrici della linea mesodermale (MPCs): queste sono in grado di 
differenziare attraverso le linee mesenchimale ed endoteliale. 
Il mieloma multiplo è una patologia neoplastica plasmacellulare, il cui quadro 
clinico è aggravato, nella maggioranza dei casi, da lesioni osteolitiche. La cellula 
mesenchimale stromale rappresenta il precursore di molte popolazioni cellulari, 
proprio in virtù dell’ampia capacità differenziativa. Pertanto è plausibile ritenere 
che nella malattia mielomatosa possa esservi un’alterazione che coinvolga questa 
popolazione cellulare o i suoi progenitori, le MPCs (Mesodermal Progenitor 
Cells). 
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Questo studio ha lo scopo di indagare le popolazioni mesenchimali sopracitate per 
meglio conoscere le dinamiche della nicchia e del microambiente midollare e per 
comprendere le alterazioni cellulari che possano far luce sulla patogenesi del 
mieloma multiplo e della lesione ossea. 
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INTRODUZIONE 
 
La nicchia ematopoietica 
La nicchia ematopoietica rappresenta uno spazio specifico, presente nel midollo 
osseo adulto, dove risiedono le cellule staminali ematopoietiche (hematopoietic 
stem cells, HSCs). Esse possono persistere in uno stato di quiescienza all’interno 
della nicchia oppure andare incontro al differenziamento, dando origine alla loro 
progenie.  
Schofield, per primo, formulò la teoria della nicchia [1]: la cellula staminale era 
vista in associazione ad altre cellule che ne definivano il comportamento, 
configurando così un quadro di mutuo dialogo tra cellule staminali ematopoietiche 
ed un’essenziale cornice costituita da cellule non ematopietiche.  
Il progresso nella comprensione della nicchia ha ampliato la conoscenza sui 
possibili protagonisti del microambiente midollare rendendo certamente meno 
oscuro, ma allo stesso tempo più intricato, il contesto architetturale e funzionale.  
Sono numerosi gli attori cellulari che prendono parte al dinamismo della nicchia: 
gli osteoblasti (OBs), le cellule endoteliali sinusoidali, le cellule mesenchimali 
stromali ed il sistema nervoso simpatico [2]. 
Inizalmente le HSCs sono state ritrovate a contatto con la superficie ossea 
endostale [3], ricoperta da cellule osteoblastiche. Gli OBs sono intimamente 
connessi con le HSCs [4]: si ritiene che la loro funzione sia legata al 
mantenimento dello stato di quiescienza [5] ed alla precisa localizzazione 
all’interno della nicchia. E’ stato altresì suggerito un ruolo di supporto nella 
crescita dei precursori ematopoietici (hematopoietic precursor cells, HPCs) 
attraverso coculture in vitro [6, 7]. Ulteriori conferme derivano dall’osservazione 
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che la deplezione osteoblastica conduce ad una riduzione del numero delle cellule 
ematopoietiche, incluse le HPCs [8].  Non tutte le cellule della superficie endostea 
svolgono però tali funzioni: le cellule che definiscono la nicchia osteoblastica 
sono rappresentate dalla sottopopolazione N-caderina
+
 e CD45
-
 (SNO) [9]. Gli 
OBs stabiliscono quindi il sito ove permangono le HPCs, partecipando alla 
creazione del microambiente midollare con il quale comunicano attraverso la 
secrezione di numerosi mediatori [10, 11]: hanno quindi un ruolo primario nella 
costituzione e nella regolazione della nicchia osteoblastica. 
Studi successivi [12, 13] hanno dimostrato che alcuni precursori ematopoietici si 
trovano in contatto con le cellule endoteliali sinusoidali del midollo osseo. Alla 
luce di queste osservazioni, non è stato quindi bastevole considerare la nicchia 
ematopietica come un’unica struttura. Per tale motivo, oggi si riconoscono due 
zone distinte [14] ma ugualmente connesse, nell’ambito del midollo, sia per la po-
polazione cellulare prevalente che per la funzione svolta: la prima nella quale è 
l’osteoblasto a svolgere un ruolo primario (nicchia Osteoblastica), la seconda 
dove invece predominano le cellule endoteliali ed è stata perciò denominata nic-
chia Vascolare [15–17]. 
Si ritiene che la possibile funzione della nicchia vascolare sia quella di 
promuovere la proliferazione ed il differenziamento delle HPCs, fornendo un 
microambiente più ricco di fattori di crescita e con una maggiore concentrazione 
di ossigeno: in questa maniera, le cellule mature verrebbero rilasciate nel circolo 
periferico [18]. Un’azione altrettanto plausibile e non meno importante sarebbe 
rappresentata dalla regolazione dei processi di mobilizzazione/homing che 
coinvolgono le HSCs [16]: le cellule della nicchia vascolare avrebbero quindi un 
ruolo nella migrazione transendoteliale [19, 20]. 
Sebbene la nicchia sia caratterizzata da un ambiente povero di nutrienti e possa 
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quindi essere immaginata come un compartimento “lontano” dal resto 
dell’organismo, essa rappresenta uno spazio tutt’altro che statico, così come le 
cellule che vi dimorano.  
Le HSCs possono migrare verso i vasi, penetrarvi e raggiungere la circolazione 
sistemica: possono infatti ritrovarsi nel sangue periferico. In maniera analoga, le 
cellule che raggiungano il compartimento vasale midollare possono sostare in 
prossimità dell’endotelio e traslocare all’interno della nicchia. Questi due processi 
sono noti rispettivamente come mobilizzazione ed homing.  
I meccanismi implicati sono molteplici e non ancora del tutto noti. Ad esempio, i 
ritmi circadiani svolgono un ruolo non poco importante. Le fisiologiche 
fluttuazioni dei livelli di HSCs nel sangue periferico sono correlate alla secrezione 
adrenergica delle terminazioni nervose. Il tono simpatico a livello midollare 
sarebbe quindi sotto il controllo encefalico e legato all’alternanza dei periodi 
luce/buio [21]. 
Un mediatore importante è l’SDF-1 (Cxcl12): questa chemochina stimola la 
migrazione transendoteliale e stromale delle HSCs aumentando l’espressione di  
molecole di adesione. Affinchè il processo di homing sia efficiente è però 
necessaria l‘espressione di CXCR4 ed altre molecole di adesione (VLA-4, LFA-1) 
ad alti livelli. 
Si assiste invece al processo di mobilizzazione grazie al fattore di crescita G-CSF 
(Granulocyte Colony-Stimulating Factor): esso induce il rilascio delle HSCs 
attraverso la liberazione di proteasi come elastasi, catepsina G, MMP-2 e MMP-9 
(Matrix Metallo Proteinase) che inattivano SDF-1 clivandone la sua sequenza 
NH2- terminale. 
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Per comprendere i meccanismi che governano la nicchia è necessario conoscere 
ancora più a fondo le dinamiche tra le cellule che ne compongono il 
microambiente [22, 23], vere protagoniste che determinano il destino della HSCs 
e ne prevengono/inducono il differenziamento. Tra tutte, la cellula mesenchimale 
stromale (Mesenchymal Stromal Cells, MSCs) è da ritenersi un’unità 
fondamentale nel mantenimento dell’omeostasi della nicchia ematopietica ed una 
componente indispensabile per la sua costituzione [24, 25].  
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FIG. 1. Le nicchia ematopoietiche ed i processi di mobilizzazione/homing. 
(A) Mobilizzazione. Il G-CSF causa la liberazione di enzimi proteolitici dai neutrofili che 
clivano l’SDF-1 nella sua porzione N-terminale. Ciò induce la mobilizzazione delle HSCs 
(B) Homing. Le HSCs CXCR4+ sono attratte dall’alta concentrazione di SDF-1 nella nicchia 
vascolare. Le molecole di SDF-1 legate alla matrice extracellulare inducono la migrazione 
transendoteliale delle HSCs. 
 
 
A 
B 
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Cellule Mesenchimali Stromali (MSCs) 
 
Le MSCs sono cellule adulte multipotenti [26–29] che possiedono la capacità di 
differenziare verso specifiche linee cellulari: osteoblasti, condrociti, adipociti, 
cellule stromali, fibroblasti, cellule di legamenti e tendini [30–32].  
Nel 1991, Caplan [33] coniò il termine di “cellule staminali mesenchimali” 
riferendosi a precursori cellulari adulti, isolati da midollo osseo, che avevano la 
capacità di differenziare in tessuto osseo, cartilagineo ed altre tipologie 
mesodermali. Questa definizione si è però successivamente mostrata inesatta 
poiché la popolazione isolata non rispettava i criteri di staminalità (self-renewal e 
capacità di differenziarsi in progenitori condizionati verso specifiche linee 
cellulari). Per tale motivo, l’International Society for Cellular Therapy (ISCT) ha 
spinto all’uso del termine “multipotent mesenchymal stromal cells” [34]. 
L’ampio potenziale terapeutico mostrato dalle MPCs nella decade passata ha 
generato un grande interesse: numerosissimi studi sono stati compiuti su questa 
popolazione cellulare ma la diversità dei lavori, considerando le metodiche 
d’isolamento e la caratterizzazione antigenica, ha sottolineato una certa 
eterogeneità delle MSCs. 
Per cercare quindi di concretizzare le conoscenze fino a quel momento 
collezionate, l’ISCT ha proposto i criteri minimi che definiscono le MSCs umane 
[35]: 
 cellule con capacità di adesione alla plastica di coltura; 
 positività per i marcatori CD105 (SH2 o endoglina), CD90 (Thy-1), CD73 
(SH3 o SH4) e mancata espressione dei marcatori CD45 (marker 
panleucocitario), CD34 e CD31 (rispettivamente markers ematopoietico ed 
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endoteliale), CD14, CD19 (marker B-linfocitario), HLA-DR (HLA di 
classe II); 
 differenziazione tri-lineare (adipogenetica, osteogenetica, condrogenetica). 
 
In alcuni studi sulla popolazione mesenchimale sono stati utilizzati ulteriori 
marcatori per identificare e definire in maniera migliore le MSCs. L’ausilio dei 
marcatori STRO-1, SSEA-4, CD271, MSCA-1 e CD56 ha permesso di 
identificare nuove popolazioni con proprietà fenotipiche e funzionali, suggerendo 
la natura eterogenea delle MSCs. 
 
Nel 1968, Friedenstein et al. [36] avevano isolato le MSCs da midollo osseo e le 
avevano definite Colony Forming Unit-Fibroblast (CFU-F) per indicare la 
capacità di un clone di formare delle colonie cellulari, la peculiare abilità di 
aderire alla plastica e l’aspetto fibroblastoide.  
Una fonte frequentemente utilizzata per l’isolamento delle MSCs è rappresentata 
dal midollo osseo. Un’esatta valutazione della frequenza è di difficile attuazione a 
causa dei differenti metodi di isolamento ed alla mancanza di un preciso e 
definitivo pattern immunofenotipico. Ad ogni modo, si ritiene che la frequenza nel 
midollo osseo si aggiri intorno a 0.001-0.01% del totale delle cellule nucleate. 
E’ possibile reperire tali cellule non solo dal midollo osseo ma anche da organi e 
tessuti fetali (fegato [37] e pancreas) ed adulti (tessuto adiposo [28], periostio, 
membrana sinoviale, tessuto muscolare, derma, periciti, osso trabecolare, 
cartilagine articolare, sangue di cordone ombelicale [38–41]). 
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MSCs: scopi terapeutici 
La capacità di differenziare in cellule di diverse linee e la bassa immunogenicità 
ha costituito un potenziale terapeutico considerevole che ha permesso alle MSCs 
di divenire un candidato ottimale per la tissue engineering, la medicina 
rigenerativa ed il trattamento di patologie autoimmuni. 
 
Innanzitutto, le MSCs possono contribuire alla formazione di nuovo tessuto dopo 
una ferita o un’infiammazione cronica: i tessuti andati incontro a flogosi o 
danneggiati rilasciano specifici segnali endocrini che indurrebbero la 
mobilizzazione delle MSCs dal midollo osseo, permettendo in questa maniera il 
reclutamento nel sito danneggiato [42, 43]. 
Numerosi studi mostrano una rilevanza clinica in alcune patologie [44–55] come 
l’osteogenesi imperfecta, l’infarto miocardico, il danno midollare spinale, la 
malattia di Parkinson, il danno polmonare e renale acuto, il diabete e patologie 
gastrointestinali come il morbo di Crohn. In questi casi, la somministrazione di 
MSCs è stata in grado di determinare un miglioramento. E’ probabile che l’azione 
terapeutica si esplichi anche in virtù dell’effetto anti-infiammatorio delle MSCs 
[56].  
Una funzione non meno importante è quella immunoregolatoria: molti studi 
dimostrano che le MSCs hanno la capacità di modulare, in vitro, l’azione delle 
cellule attive nella risposta immunitaria. Sono stati osservati effetti regolatori sui 
linfociti T e B, sulle cellule macrofagiche e dendritiche, sulle cellule NK. Le 
MSCs esplicherebbero la loro azione non attraverso l’induzione dell’apoptosi 
cellulare bensì per mezzo della secrezione di fattori antiproliferativi interferendo 
così con la proliferazione, la differenziazione e la funzione cellulare.   
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I molteplici effetti immunomodulatori mediati dalle MSCs trovano un importante 
riscontro clinico sopratutto nel trapianto di cellule staminali ematopoietiche 
(HSCT, Hematopoietic Stem Cell Transplantation), favorendone l’attecchimento e 
diminuendo le reazioni graft versus host disease (GVHD), e in alcune patologie 
autoimmuni [57–63]. In particolare, l’inibizione della proliferazione delle cellule 
T non sarebbe mediata da un’azione delle MSCs HLA-dipendente [64]: questa 
peculiarità indicherebbe le MSCs come soppressori estremamente efficaci e 
suggerirebbe un ruolo anche nel trapianto allogenico. 
Per le loro proprietà, le MSCs mostrano quindi un ampio spettro terapeutico. 
Certamente una comprensione ancora limitata sulle biologia di queste cellule 
lascia spazio a questioni non risolte perciò vi è la necessità di compiere ulteriori 
studi che meglio caratterizzino le MSCs onde poterne ampliare le conoscenze e 
migliorarne l’applicazione terapeutica [65, 66]. 
 
Le MSCs e la nicchia ematopoietica 
Le MSCs possiedono un ruolo importante nella costituzione e nella funzionalità 
delle nicchie osteoblastica e vascolare. 
Nella prima è la cellula osteoblastica SNO a svolgere un ruolo fondamentale nella 
localizzazione midollare delle HSCs [67]. Le MSCs possono differenziare nelle 
linee mesenchimali dando luogo a cellule osteoblastiche, condrocitiche e 
adipocitiche. Per tale motivo rappresentano una continua risorsa per molte delle 
popolazioni ivi residenti proprio in virtù della loro ampia capacità differenziativa. 
Una perturbazione di questo equilibrio potrebbe quindi rivelarsi critica nella 
regolazione della nicchia e nell’omeostasi del microambiente. Studi mostrano 
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infatti che una deplezione osteoblastica conduce ad una diminuzione del numero 
delle  HSCs [8]. 
La nicchia vascolare invece è definita dalle cellule sinusoidali midollari: le HSCs 
si trovano in diretto contatto con le cellule endoteliali. In questa sede sono 
presenti a livello perivascolare le MSCs (68, 69) con funzione regolatoria sui 
processi di mobilizzazione attraverso l’endotelio e l’homing delle HSCs.  
 
 
Molti sono stati i tentativi volti a definire in maniera ottimale e risolutiva le MSCs 
però, ad oggi, lo studio di tale popolazione ha subito un rallentamento sul proprio 
percorso dovuto all’eterogeneità delle colture cellulari e l'impossibilità di 
identificare una cellula MSC corrispettiva in vivo.  
La necessità di ottenere colture cellulari di MSCs omogenee ha incentrato la 
ricerca sull'identificazione di cellule con caratteristiche non eterogenee, con 
maggiori capacità differenziative ed isolabili in vivo. L'obiettivo finale dei 
ricercatori si è rivolto all’ottenimento e la caratterizzazione della cellula staminale 
mesenchimale ma ad oggi sono stati in grado di identificare soltanto alcuni 
precursori mesenchimali.  
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Cellule staminali adulte (ASCs) 
 
Diversi sono stati gli sforzi volti ad ottenere cellule staminali mesenchimali 
adulte. Gli approcci utilizzati finora hanno proceduto principalmente su due 
fronti: la creazione di cellule staminali pluripotenti indotte (induced pluripotent 
stem cell, iPSC) attraverso la stimolazione dell’espressione di specifici geni in una 
cellula somatica, oppure l’isolamento e l’identificazione di cellule rare con 
caratteristiche di pluripotenza. 
 
Sono numerosi gli esempi di cellule staminali [70–74] adulte identificate tramite 
quest’ultimo approccio:  
 RS (rapidly self-renewing) 
 VSEL (very small embrionic-like cells) 
 MIAMI (marrow-isolated adult multilineage inducible) 
 MAPC (multipotent adult progenitor cells) 
 MUSE (multilineage differentiating stress enduring) 
 
In tabella 1.1 sono mostrate tali popolazioni cellulari isolate, le loro principali 
caratteristiche morfologiche ed immunofenotipiche, la relative capacità 
differenziativa ed alcune loro peculiarità come condizioni di coltura necessarie o 
particolari potenzialità cellulari. 
 
L’evidente eterogeneità morfologica ed immunofenotipica delle popolazioni 
cellulari sopraelencate denota una grande complessità del “macchinario 
staminale”, certamente reso ancor più intricato dall’incompleta conoscenza delle 
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relazioni gerarchiche tra le varie sottopopolazioni e dai molteplici fattori che ne 
possono influenzare il differenziamento. 
E’ immediato comprendere come le condizioni di coltura possano giocare un ruolo 
determinante nell’isolamento di una popolazione cellulare; per tale motivo 
sarebbe opportuno definire delle precise e semplici condizioni di isolamento e 
coltura di cellule staminali adulte. 
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Tabella 1. Popolazioni staminali mesenchiamali adulte 
 
N/C: rapporto nucleo/citoplasma 
Ø: diametro cellulare 
  
Morfologia 
 
Immunofenotipo 
 
Espressione 
genica 
 
Capacità 
differenziativa 
 
Peculiarità 
 
RS 
 
N/C elevato 
Ø 7 µm 
 
CD4
+/-
, CD117
+
, CD104
+
 
  
Osteocita 
Condrocita 
Adipocita 
 
Rapido self-renewal 
 
VSEL 
 
 
N/C elevato 
Ø 2-4 µm 
 
SSEA-1
+
, CXCR4
+
, Sca-1
+
, 
CD90/105/29
-
 
 
Oct-4
+
, Nanog
+
, Rex-1
+
, 
Rif-1 telomerasi 
 
Endoderma 
Ectoderma 
Mesoderma 
 
 
Isolamento da topo 
 
MIAMI 
 
N/C elevato 
Ø 7-10 µm 
 
CD29/63/81/122/164
+ 
CD34/36/45/117
-
 
 
Oct-4
+
, Rex-1
+
 
 
Endoderma 
Ectoderma 
Mesoderma 
Strutture simil-Langherans 
 
Condizione di coltura: 
ipossia (5% O2) 
 
MAPC 
 
 
N/C elevato 
Ø 8-10 µm 
 
SSEA-1
+
, CD19/34/44/45/104
-
 
 
Rex-1
+
,  Oct-4
+
 
 
Neuroectoderma 
Endotelio 
Endoderma 
 
 
Condizione di coltura: 
ipossia (10% O2) 
 
MUSE 
 
N/C elevato 
Ø 5-10 µm 
 
SSEA-3
+
, CD105
+
 
 
Nanog
+
, Oct3/4
+
, Sox2
+
, 
PAR-4
+
 
 
Endoderma 
Ectoderma 
Mesoderma 
Condizione di coltura: 
sottoposte a stress. 
Self-renewal, capacità di 
formare cluster, non 
teratogenesi in topi 
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Mesodermal Progenitor Cells (MPCs) 
 
Nell’ambito delle cellule staminali adulte si distinguono le MPCs. Si tratta di una 
popolazione cellulare recentemente isolata, sia da midollo osseo che da sangue di 
cordone ombelicale. A differenza delle popolazioni staminali suddette che 
necessitano di determinate condizioni di isolamento (stress prolungato, ipossia, 
ecc), le MPCs non hanno particolari esigenze colturali: sono facilmente coltivabili 
ed in maniera relativamente economica. 
 
La cellula staminale adulta ideale [75] dovrebbe possedere le seguenti 
caratteristiche: 
 facile ottenibilità e purificabilità; 
 capacità differenziativa multilineare; 
 differenziamento diretto; 
 autologa; 
 possibilità di espansione cellulare in coltura. 
 
Le MPCs mantengono tutte le proprietà suddette e la possibilità di isolarle 
attraverso una metodica semplice, rapida e poco costosa e la mancanza di 
particolari condizioni di coltura le rendono un modello ottimale per lo studio. 
 
L’identificazione di tali cellule è stata possibile sostituendo il siero bovino fetale, 
utilizzato per l’isolamento delle MSCs, con siero umano adulto, allo scopo di 
riprodurre un ambiente analogo a quello naturale e diminuire la possibilità di 
reazioni immunitarie. 
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Questo accorgimento colturale ha permesso di riconoscere, nella compagine delle 
classiche MSCs, una nuova popolazione cellulare, successivamente denominata 
Mesodermal Progenitor Cells.  
Tali cellule mostrano caratteristiche che ne permettono la distinzione dalle cellule 
mesenchimali stromali: 
 aderiscono saldamente alla plastica; 
 sono resistenti al trattamento di distacco con tripsina;  
 possiedono un’elevata capacità differenziativa mesenchimale. Se coltivate 
in terreno contenente siero bovino fetale o siero cordonale umano, le 
MPCs si differenziano in MSCs. Attraverso quest’ultime possono 
differenziare ulteriormente in osteoblasti, condrociti ed adipociti. Inoltre le 
MPCs sono capaci di differenziare direttamente in cellule endoteliali.  
 
 
Caratteristiche morfologiche. Le MPCs appaiono come cellule di grandi 
dimensioni (diametro: 30-50 μm), rotondeggianti, rifrangenti nella porzione 
centrale, con caratteristico aspetto ad “uovo fritto”; mostrano numerose 
granulazioni plasmatiche ed un elevato rapporto nucleo/citoplasma: ciò si traduce 
in un elevato valore di side scatter (SSC) all’indagine citofluorimetrica; alla 
microscopia elettronica è possibile apprezzare una zona più densa nella parte 
centrale e numerose e sottili proiezioni lamelliformi nella parte periferica.  
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FIG. 2. Caratteristiche morfologiche delle Mesodermal Progenitor Cells 
(MPCs). 
(A) Attraverso l’utilizzo del microscopio a contrasto di fase è possibile 
apprezzare due popolazioni: le tipiche MSCs, cellule dalla forma fibroblastoide, 
e le MPCs, rotondeggianti e rifrangenti nella porzione centrale.  
(B) La microscopia elettronica mostra una porzione centrale più densa e la 
presenza di numerose strutture tubulari. 
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Caratteristiche immunofenotipiche. Le MPCs sono CD34/45/90
-
 e CD105
+
, 
differentemente dalle MSCs (CD90
+
 e CD105
+
). Esprimono SSEA-4 (Stage 
Specific Embryonic Antigen 4), una glicoproteina embrionale utilizzata come 
marker di staminalità; non viene espressa dalle MSCs e recenti studi hanno 
mostrato che durante il processo di differenziamento, le MPCs perdono il marker 
SSEA-4 per mostrare, tardivamente, il fenotipo tipico delle MSCs (SSEA-4
-
, 
CD105
bright
, CD90
bright
). 
Le MPCs esprimono un particolare profilo integrinico: l’analisi citofluorimetrica 
mostra la presenza delle integrine αL, αM e αX (CD11a, CD11b e CD11c) e β2 
(CD18) esclusivamente su queste cellule, conferendogli l’abilità di aderire 
all’endotelio attivato e non attivato. Tale ricchezza nel corredo integrinico 
spiegherebbe la capacità delle MPCs di aderire così saldamente alla plastica e la 
resistenza al trattamento di digestione con tripsina. Esprimono inoltre il CXCR4, 
suggerendo la capacità di migrazione nel midollo osseo. 
 
 
Caratteristiche molecolari. Mostrano un’elevata attività dell’enzima aldeide 
deidrogenasi ed esprimono markers associati alla pluripotenza (Sox15, Oct-4, 
Nanog e Nestina); non esprimono il marker nucleare ki-67, rivelando quindi uno 
stato di quiescenza cellulare (G0). 
 
 
                        
20 
 
          
 
 
 FIG. 3. Le MPCs, ma non le MSCs, esprimono markers associati alla 
plutipotenza: Nanog, Oct-4, Sox15 e Nestina (verde). 
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Il Mieloma Multiplo 
 
Definizione, eziologia ed epidemiologia 
Si tratta di una patologia neoplastica ad elettiva localizzazione midollare, 
caratterizzata da un’abnorme proliferazione di un clone plasmacellulare che 
produce elevate quantità di immunoglobuline, responsabile di una sintomatologia 
multiforme [81]. 
 
L’eziologia rimane ancora largamente sconosciuta. Il riscontro occasionale di tale 
patologia nella stessa famiglia suggerisce la partecipazione di fattori genetici nello 
sviluppo del MM ma ad oggi nessuna evidenza indica una trasmissione su base 
genetica. 
 
Si riscontra un’aumentata incidenza di MM in soggetti esposti a radiazioni 
ionizzanti o sostanze chimiche nonché nella popolazione nera americana. Si 
registrano 2-4 nuovi casi annui ogni 100.000 persone, preferenzialmente in 
soggetti di sesso maschile ed in tarda età adulta (50 anni). Trattandosi di un 
disordine immunoproliferativo, si ritiene che stimoli immunologici, soprattutto di 
tipo virale, possano esserne cagione. 
 
 
Meccanismi patogenetici 
Nello sviluppo della malattia mielomatosa interviene un processo in cui possono 
essere riconosciuti due momenti fondamentali: l’iniziazione, in cui un clone 
plasmacellulare acquisisce un’alterazione genetica primaria, e la progressione, 
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nella quale la complessità ed il numero delle alterazioni che interessano il clone 
cellulare aberrante aumentano [82]. 
Essendo cospicua la varietà dell’anomalia cromosomica che si può riscontrare, è 
più opportuno ritenere che l’instaurarsi di un clone plasmacellulare aberrante sia 
un processo multistep (Fig. 4), durante il quale si accumulano i diversi difetti 
cromosomici. Le alterazioni genetiche primitive sono prevalententemente delle 
traslocazioni, che coinvolgono il sito dei geni codificante per catene pesanti delle 
Ig (14q32), o delle iperdiploidie; tra le aberrazioni secondarie si possono altresì 
riscontrare delezioni, iperploidie o traslocazioni. 
 
 
Stratificazione del rischio 
Nella diagnosi di MM, prima di intraprendere qualsiasi tipo di trattamento, è 
indispensabile valutare l’aggressività della malattia per impostare la terapia più 
adeguata. E’ opportuno quindi fare una stratificazione del rischio di malattia. Le 
varie classi di rischio [86] (Standard, Intermedio ed Alto) sono correlate con le 
diverse aberrazioni genetiche del clone mielomatoso. 
 
 
Quadro sintomatologico 
Il quadro sintomatologico è peculiare poichè la presentazione clinica della 
malattia è multiforme [83, 84]. I diversi sintomi riscontrabili sono riconducibili a 
due eventi principali operati dal clone plasmacellulare: l’infiltrazione di organi e/o 
tessuti e l’eccessiva produzione di immunoglobuline monoclonali 
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FIG. 4. Patogenesi multistep del mieloma multiplo. Una plasmacellula 
subisce una alterazione cromosomica: tale aberrazione le permette di 
acquisire un vantaggio proliferativo sugli altri cloni cellulari. Nel tempo, il clone 
aberrante accumula ulteriori errori genetici. La competizione con le altre 
popolazioni cellulari permette la sopravvivenza di un solo clone 
plasmacellulare. Prima che il quadro clinico si estrinsechi nella forma 
conclamata di mieloma multiplo può passare un tempo relativamente lungo di 
tempo ed a volte tale quadro può essere preceduto da una forma di mieloma 
caratterizzato da manifestazioni cliniche ed umorali stabili (smolidering 
myeloma, SMM) 
 
 
 
 
 
. 
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Tabella 2. Diversità del quadro sintomatologico ed alterazioni causali 
correlate. 
 
 
Organo o apparato 
Coinvolto 
 
 
Alterazione presente 
 
Sintomo correlato 
 
Scheletrico 
 
Plasmocitoma solitario, 
lesioni litiche e/o 
osteoporosi 
 
Ipercalcemia 
 
Dolori ossei 
 
 
 
Nausea, vomito, sete, 
stanchezza, 
depressione 
 
Renale 
 
Lesioni tubulari per 
deposito di catene 
leggere, iperuricemia 
 
 
Insufficienza renale, 
gotta secondaria, 
infezioni renali 
 
Emopoietico 
 
Anemia, neutropenia, 
trombocitopenia 
 
 
Infezioni, anemia, 
sanguinamento 
 
Sistema nervoso 
 
Radicolopatia, 
compressione del 
midollo spinale 
secondaria a lesioni 
litiche, neuropatie per 
deposito amiloide 
 
 
Dolori nevritici, deficit 
motori e/o sensitivi, 
sintomatologia 
radicolare, emiplegia 
 
Generali 
 
Sindrome da 
iperviscosità 
 
 
 
 
 
Amiloidosi 
 
 
 
 
Altri 
 
Cefalea, offuscamento 
e riduzione del visus, 
papilledema, 
emorragia retinica, 
sintomi ischemici 
neurologici 
 
Sindrome del tunnel 
carpale, macroglossia, 
sindrome nefrosica, 
cardiopatia 
 
Febbre, perdita di 
peso, disidratazione 
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Diagnosi 
E’ fondamentale un’indagine diagnostica quanto più completa ed ampia possibile 
poiché il MM deve essere differenziato da altre malattie ematologiche ugualmente 
caratterizzate da un disordine plasmacellulare (ad esempio MGUS, malattia a 
catene pesanti, macroglobulinemia di Waldenstrom). 
La diagnosi di mieloma richiede [85, 86]: 
1) una quota plasmacellulare superiore o uguale al 10%, riscontrata al livello del 
midollo osseo; 
2) l’evidenza di danno d’organo (criteri C.R.A.B.) 
 C (calcium level): ipercalcemia, con valori di calcio superiori a 11.5 mg/dL; 
 R (renal failure): insufficienza renale, con valori di creatinina sierica superiori 
a 1.73 mmol/L (or >2 mg/dL) o una clearance della creatinina inferiore a 40 
mL/min; 
 A (anemia): anemia normocromica, normocitica con valori di emoglobina > 2 
g/dL al di sotto dei limiti inferiori di normalità o un valore di emoglobina infe-
riore a 10 g/dL; 
 B (bone lesion): lesioni ossee come lesioni litiche, osteopenia severa o fratture 
patologiche; 
3) la presenza di proteina monoclonale nel siero e/o nelle urine (eccetto i pazienti 
con MM non secretorio). 
 
Per recidiva [87] si intende un paziente con MM, già precedentemente trattato, 
che progredisce e che quindi ha la necessità di intraprendere una nuova terapia. 
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Regimi terapeutici 
Il trattamento del MM ha subito ragguardevoli passi in avanti in questi ultimi anni 
[88]. Diverse opzioni terapeutiche erano già possibili nel millennio scorso: 
melphalan, glucocorticoidi ad alte dosi, terapia ad alte dosi combinata al trapianto 
autologo, bifosfonati, adriamicina. Negli ultimi dieci anni sono comparsi nuovi 
agenti efficaci nel trattamento del mieloma: talidomide, bortezomib e 
lenalidomide.  
 
Tra le nuove scelte chemioterapiche, l’inibitore reversibile del proteosoma, 
Bortezomib (PS-341), rappresenta una delle opzioni più valide [89]. Il Bortezomib 
ha mostrato diversi effetti antineoplastici: causa l’arresto della crescita cellulare, 
induce l’apoptosi nelle cellule tumorali e mostra un efficacia antiangiogenetica 
[90].  
L’inibizione della proliferazione tumorale e l’induzione apoptotica è stata la 
capacità primariamente indagata: il Bortezomib è in grado di inibire la 
proliferazione tumorale ed indurre l’apoptosi delle cellule mielomatose in pazienti 
affetti [91]. Successivamente è stato osservato un effetto anabolico sull’osso [92, 
93]: nei topi il Bortezomib stimola la formazione ossea diminuendo il numero 
degli osteoclasti (OCs), aumentando il numero degli osteoblasti (OBs) e la densità 
minerale ossea. Ulteriori studi hanno mostrato che il Bortezomib possiede un 
effetto stimolatorio sul differenziamento osteoblastico in pazienti affetti da MM in 
vitro [94, 95] ed in vivo [96, 97]. 
Questi studi dimostrano che le implicazioni del macchinario ubiquitina-
proteosoma non sono limitate al turnover cellulare bensì ai processi di 
apposizione ed assorbimento della matrice ossea e rivela come le conoscenze 
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attualmente possedute sulla fisiopatologia della lesione ossea [98, 99] nella 
malattia mielomatosa siano ancora insufficienti. Nonostante ciò, la possibilità di 
intervenire sulle lesioni ossee pone il Bortezomib come un’opzione di trattamento 
dall’esclusiva efficacia terapeutica 
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Il mieloma multiplo ed il microambiente 
 
La patologia mielomatosa coinvolge quasi costantemente il sistema scheletrico: 
lesioni osteolitiche sono di frequente riscontro già alla diagnosi e le fratture 
patologiche rappresentano una grande causa di mortalità. 
La patogenesi delle lesioni ossee è stata ampiamente indagata e nel tempo le 
conoscenze sono aumentate. E’ ormai chiaro che il microambiente svolge un ruolo 
importante nella patogenesi della malattia mielomatosa [100, 101]. Considerando 
che le MSCs hanno la capacità di differenziarsi in tessuto osseo, risulta 
comprensibile immaginare che un’alterazione a carico del compartimento 
mesenchimale midollare possa portare allo sviluppo delle lesioni ossee. 
Alcuni studi hanno mostrato che le MSCs del paziente con MM (MM-MSCs) 
presentano delle alterazioni. E’ stato osservato che le MM-MSCs sono 
caratterizzate da una maggiore secrezione di IL-6 ed una ridotta capacità inibitoria 
nei confronti delle cellule T [102]. Tali alterazioni potrebbero permettere la 
sopravvivenza del clone mielomatoso [103]. E’ stato rilevato che la linea 
osteoblastica sulla superficie endostea è discontinua [104]: ciò potrebbe essere 
dovuto ad un decremento nel numero delle cellule osteoblastiche.  
Un dato rilevante è che la diminuzione dell’attività osteoblastica nel MM 
risulterebbe conseguente ad un blocco della differenziazione osteogenica dei 
progenitori mesenchimali ad osteoblasti [105, 106]. Inoltre è stato osservato che la 
MM-MSC mostrano un rallentamento nella proliferazione cellulare e 
conseguentemente nella costituzione della matrice ossea [107] che, sebbene sia 
quantitativamente paragonabile al soggetto normale, risulterebbe qualitativamente 
inferiore. 
29 
 
SCOPO DELLA TESI  
 
Le lesioni ossee rappresentano un danno quasi obbligato nella storia del paziente 
con MM. Il percorso patogenetico che porta al suo sviluppo non è ancora stato 
compreso adeguatamente ma alcuni lavori indicano un coinvolgimento delle 
cellule mesenchimali stromali. 
Poiché questa popolazione sembra essere caratterizzata da un’ampia eterogeneità, 
sembra opportuno optare per una popolazione di precursori mesenchimali, le 
MPCs. 
Questo lavoro si propone di indagare le popolazioni midollari citate per meglio 
comprendere le relazioni tra cellule stromali e loro progenitori ed approfondire le 
conoscere sulle possibili alterazioni cellulari che possano far luce sulla patogenesi 
del MM e della lesione ossea. 
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MATERIALI E METODI 
 
Isolamento delle cellule mononucleate da midollo osseo 
Gli aspirati midollari sono stati ottenuti da due distinti gruppi di pazienti, dopo 
consenso informato: il primo è rappresentato da soggetti non affetti da patologie 
ematologiche, destinati a trattamento di chirurgia protesica dell'anca; il secondo 
gruppo è invece rappresentato da pazienti affetti da Mieloma Multiplo. In 
quest’ultimo sono stati inclusi pazienti con MM alla diagnosi o in presenza di 
recidiva di malattia. 
I prelievi di midollo osseo, di volume pari a 15-20 mL, sono stati prelevati tramite 
siringhe da 20 mL eparinate (2500 U) per prevenire la formazioni di coaguli e 
prontamente inviati al laboratorio di Manipolazione Cellulare. 
Dopo diluizione 1:3 con soluzione fisiologica allo 0.9%, il campione è stato 
stratificato su Lympholyte
®
-H (Cedarlane) e centrifugato a 400g per 25 minuti: in 
questa maniera viene eseguito un arricchimento della componente mononucleata 
midollare (BMMNCs, bone marrow mononuclear cells) su gradiente di densità. 
Dopo la centrifugazione è possibile recuperare le cellule localizzate all'interfaccia 
tra soluzione e Lympholyte
®
-H. Prelevata la componente mononucleata, si lava 
con fisiologica allo 0.9% e si centrifuga a 400g per 5 minuti per eliminare 
l'eventuale Lympholyte
®
-H residuo. Successivamente si esegue colorazione con 
Trypan Blue e conta cellulare tramite camera emocitometrica di Bürker. 
Le cellule mononucleate vengono seminate alla densità di 0,8 x 10
6
 cellule/cm
2
 in 
fiasche da 25 o 75 cm
2
 per colture cellulari in sospensione, contenenti terreno 
costituito da Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) a basso tenore di 
glucosio, supplementato con L-glutammina all'1%, un mix di Penicillina e 
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Streptomicina all'1%, ed il 10% di un pool di siero umano commerciale 
denominato terreno PhABs (pooled human AB sera, Lonza). Le cellule sono 
mantenute in incubatore a 37° C con una pressione parziale di CO2 del 5%. Il 
terreno viene cambiato interamente dopo 48-72 ore per 7-10 giorni. 
 
 
Frequenza MPCs 
Per valutare la frequenza delle MPCs, si esegue il distacco delle cellule in coltura 
in PhABs: si rimuove il terreno e si sostituisce con TrypLE Select
®
 (Invitrogen): 
si mantiene in incubatore a 37° C, per almeno 30 minuti. Si scuote gentilmente la 
fiasca per permettere un distacco ottimale. Le MPCs vengono contate in camera 
emocitometrica di Bürker dopo colorazione con Trypan Blue. 
 
 
Differenziamento mesenchimale 
Le MPCs staccate vengono piastrate, in doppio, in piastre da 12 pozzetti, a 0,2 x 
10
5
 cellule/cm
2
, in PhABs. Dopo 24 ore, si rimuove il terreno PhABs e si 
aggiunge MesenPRO
TM
 RS, supplementato con L-glutammina all'1%, un mix di 
Penicillina e Streptomicina all'1%, per indurre il differenziamento in MSCs. Il 
terreno viene cambiato interamente dopo 48-72 ore per 14 giorni. Al giorno 7 (T1) 
ed al giorno 14 (T2) di coltura viene eseguita l'analisi della proliferazione 
cellulare con AlamarBlue
TM
 (Invitrogen): si aggiunge il 10% v/v di AlamarBlue e, 
3 ore dopo, viene eseguita l'analisi spettrofotometrica a 570 e 600 nm, in accordo 
con le istruzioni del produttore. Il differenziamento mesenchimale viene misurato 
come percentuale di AlamarBlue ridotta (%ABred), parametro calcolato secondo 
32 
 
la seguente formula: 
 
[(εox600 * A570) – (εox570 * A600)]/[(εred570 * A'600) – (εred600 * A'570] x100 
 
dove 
εox570 = coefficiente di estinzione molare di AB ossidata a 570 nm; 
εox600 = coefficiente di estinzione molare di AB ossidata a 600 nm; 
εred570 = coefficiente di estinzione molare di AB ridotta a 570 nm; 
εred600 = coefficiente di estinzione molare di AB ridotta a 600 nm; 
A570 = assorbanza del test a 570 nm; 
A600 = assorbanza del test a 600 nm; 
A'570 = assorbanza del controllo a 570 nm; 
A'600 = assorbanza del controllo a 600 nm. 
 
 
Differenziamento osteogenico 
Alle colture viene sostituito il terreno con Osteogenic Differentiation Medium 
(Poietics
TM
, Lonza), supplementato con un mix di Penicillina e Streptomicinia 
all'1%. Si mantiene il differenziamento osteogenico fino a 3 settimane, cambiando 
il terreno ogni 48-72 ore.  
Al termine del protocollo di differenziazione, le colture vengono lavate e fissate in 
paraformaldeide. Gli ossiculi calcificati sono stati resi fluorescenti attraverso 
l’utilizzo del kit OsteoimageTM Mineralization Assay (Lonza). Sono state quindi 
acquisite 4 immagini digitali a 256 livelli di grigio per ogni pozzetto, utilizzando 
il microscopio a fluorescenza LEICA DMIRB equipaggiato con software di 
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analisi LEICA QWIN.  
La quantificazione della superficie interessata dall’ossificazione è stata eseguita 
misurando il numero di pixel con valori di livelli di grigio superiori al fondo e 
riportata come frazione percentuale dell’area totale sottoposta ad analisi 
d'immagine. 
 
 
Analisi statistica 
Per la valutazione statistica è stato utilizzato il test non parametrico di Mann-
Whitney, utilizzando il software GraphPad Prism 4.0. I dati sono presentati come 
valore medio ± deviazione standard. E’ stato considerato un livello di 
significatività p<0,05. 
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RISULTATI 
 
Sono state allestite delle colture utilizzando 34 prelievi di midollo osseo: 22 sono 
stati ottenuti da soggetti sani, 12 da pazienti affetti da MM, alla diagnosi o in 
recidiva di malattia. 
Per ogni coltura è stata stimata la frequenza con la quale le MPCs potevano essere 
isolate dalle cellule mononucleate derivate dal midollo osseo prelevato 
(BMMNCs). 
L’età media dei donatori sani era di 68 anni (range 48-82); l’età media dei pazienti 
con MM era di 65 anni (range 47-82).  
 
 
Analisi di frequenza 
Il confronto delle frequenze tra soggetti sani (N=22) e pazienti con MM (N=12) 
ha mostrato una differenza significativa (p=0.0708; medie rispettive: 
1.081±0.1696 versus 0.6217±0.1284) (Fig. 5a ). 
Per valutare un’eventuale distribuzione delle frequenze secondo l’etá, sia i 
soggetti sani che i pazienti con mieloma sono stati suddivisi in due gruppi: uno 
comprendeva soggetti con etá ≤ 65 anni, l’altro soggetti con etá > 65 anni (Fig. 
5d). Il confronto tra soggetti sani (N=4) e pazienti (N=5) appartenenti al gruppo 
con etá ≤ 65 anni non ha mostrato una differenza significativa (p=0.9048; medie 
rispettive: 1.163±0.7205 versus 0.5280±0.2090). Un risultato analogo è stato 
osservato confrontando soggetti sani (N=14) e pazienti (N=7) con etá > 65 anni 
(p=0.1357; medie rispettive: 1.149±0.1945 versus 0.6886±0.1710). 
Successivamente i dati di frequenza sono stati valutati in base al sesso (Fig. 5c). Il 
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confronto delle frequenze degli individui di sesso femminile tra il gruppo di 
soggetti sani (N=11) e quello dei pazienti (N=6) non ha mostrato una differenza 
significativa (p=0.0704; medie rispettive: 1.356±0.3024 versus 0.5667±0.2090). 
Analogamente, il confronto tra i due gruppi (N=7 versus N=6), considerando 
soltanto gli individui di sesso maschile, non ha mostrato alcuna differenza 
significativa (p=0.7308; medie rispettive: 0.8314±0.2116 versus 0.6750±0.1646). 
Il confronto tra femmine (N=11) e maschi (N=7) appartenenti al gruppo di 
soggetti sani non ha mostrato una differenza significativa (p=0.4413; medie 
rispettive 1.356±0.3024 versus 0.8314±0.2116). Allo stesso modo, il confronto tra 
i due sessi appartenenti al gruppo di pazienti con mieloma (6 versus 6) non ha 
mostrato alcuna differenza significativa (p=0.4848; medie rispettive: 
0.5667±0.2090 versus 0.6750±0.1646). 
Un ulteriore confronto delle frequenze è stato fatto valutando la percentuale 
plasmacellulare (Fig. 5e). I pazienti sono stati suddivisi in due gruppi sulla base 
della quota midollare (≤15% e >15%, rispettivamente 9 versus 3) e tale confronto 
non ha mostrato una differenza significativa (p=0.1000).  
Infine è stata indagata una possibile correlazione tra l’età e le frequenze in 
soggetti sani (Fig. 5b). 
 
 
Differenziamento mesenchimale 
Le MPCs seminate sono state coltivate in terreno MesenPRO
TM
 RS per indurre il 
differenziamento mesenchimale e valutate, tramite analisi con AlamarBlue
TM
, 
dopo 7 (T1) e 14 giorni (T2) di coltura. 
Confrontando, al tempo T1, la %ABred tra soggetti sani (N=7) e pazienti con MM 
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(N=3), si è osservata una differenza significativa (p=0.0333; medie rispettive: 
52.60±8.635 versus 15.89±8.924); ugualmente significativo è stato il confronto tra 
i medesimi gruppi (N=8 versus N=3) al tempo T2 (p=0.0485; medie rispettive: 
75.98±7.731 versus 36.01±19.63). 
Per meglio comprendere la fase in cui il difetto era prevalente, abbiamo ottenuto 
l’equazione della retta passante per due punti con lo scopo di valutarne i 
coefficienti angolari. Abbiamo considerato i valori medi di %ABred ed i tempi T1 
e T2 come coordinate dei due punti per il gruppo dei soggetti sani; tale 
procedimento è stato ripetuto per il gruppo dei pazienti (Fig. 8). Le due rette 
mostrano valori di coefficiente angolare m simili (m=3.33 e m=2.90 
rispettivamente in soggetti sani e pazienti).  
E’ stato fatto un confronto tra cellule avviate al differenziamento mesenchimale 
(coltivate quindi in RS) e cellule mantenute in terreno non differenziante 
(coltivate in siero umano AB, PhABs). Tale valutazione è stata ripetuta sia in T1 
che in T2. Il confronto tra colture in PhABs ed in RS (6 versus 6), nel gruppo dei 
soggetti sani, ha mostrato delle differenze significative sia al tempo T1 (p=0.0411; 
27.59±5.412 versus 55.46±9.643) che T2 (p=0.0022; 19.91±3.111 versus 
70.66±9.197). Non ha mostrato invece alcuna differenza un simile confronto 
(PhABs versus RS) considerando il gruppo dei pazienti (3 versus 3) né in T1 
(p=0.7000; 16.75±3.125 versus 15.89±8.924) né in T2 (p=0.7000; 23.19±10.94 
versus 36.01±19.63) 
E’ stata fatta anche una valutazione del differenziamento mesenchimale ponendo a 
confronto la %ABred nei due endpoint differenti, T1 e T2. Tale confronto ha 
mostrato una differenza significativa nel gruppo degli ortopedici (7 versus 8, 
52.60 ± 8.635 versus 75.98 ± 7.731, p=0.0289) ma non nel gruppo dei pazienti (3 
vs 3, 15.89 ± 8.924 versus 36.01 ± 19.63, p=0.7143). 
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Infine sono state valutate le sole colture in PhABs, confrontando i soggetti sani 
(N=6) con i pazienti (N=3). Sia al tempo T1 (27.59±5.412 versus 16.75±3.125;) 
che al T2 (19.91±3.111 versus 23.19±10.94) non è stata mostrata alcuna differenza 
significativa (rispettivamente p=0.2619 e p=0.7143). 
Valutando i campioni di soggetti sani coltivati in PhABs al tempo T1, è possibile 
notare delle differenze sulla base dei valori di %ABred mostrati. Di 6 campioni, 4 
presentano i seguenti valori: 19,04±0,789; 2 campioni mostrano invece valori più 
elevati di %ABred: 44,69±0,488. La valutazione nel gruppo dei pazienti (N=3) 
mostra i seguenti valori: 16,84±5,339. 
 
 
Differenziamento osteogenico 
Dopo aver indotto il differenziamento mesenchimale, le cellule sono state 
coltivate in terreno contenente Osteogenic Differentiation Medium, per indurre il 
differenziamento osteogenico. Dopo 3 settimane, le colture sono state valutate 
tramite analisi d’immagine. 
Valutando la quantità d’area andata incontro al differenziamento osteogenico, il 
confronto tra il gruppo di soggetti sani (N=5) e pazienti con mieloma (N=2) ha 
mostrato una differenza significativa  (p=0.0087; medie rispettive: 11.72±1.836 
versus 2.745±0.3750) (Fig. 7).  
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Fig. 5 – Analisi delle frequenze. 
 
(a) Confronto tra individui sani e 
pazienti con mieloma. 
(b) Correlazione Età-Frequenza nel 
gruppo dei sani. 
(c) Confronto per sesso. 
(d) Confronto per età. 
(e) Confronto tra quota plasmacellulare 
e frequenza nel gruppo dei sani. 
 
(a) 
 
 
(b) 
  
 
(d) (c) 
(e) 
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Fig. 6 – Valutazione del 
differenziamento mesenchimale. 
La proliferazione cellulare viene 
valutata come percentuale di 
AlamarBlue ridotta (%ABred) sia nelle 
colture indotte al differenziamento 
(RS) sia quelle coltivate in terreno non 
differenziante (PhABs). La %ABred è 
stata valutata a 7 (T1) e 14 (T2) giorni 
di coltura. (a) Confronto delle coltura in 
RS. Sia in T1 che in T2 vi è una 
differenza significativa tra sani a 
malati. Altrettanto significativo è il 
confronto dei sani tra T1 e T2. (b) Il 
confront, in T1, tra le colture in PhABs e 
RS è significativo solo nei sani. (c) 
Analogamente a (b), il confrontoin T2 
tra colture in PhABs e RS è significativo 
solo nei sani. 
 
Fig. 7 – Valutazione del 
differenziamento osteogenico. 
 
Misura del differenziamento 
osteogenetico dopo 3 settimane di 
coltura in terreno differenziante. 
Valutazione mediante analisi 
d'immagine. Il confronto tra sani 
(N=5) e pazienti (N=2) ha mostrato 
una differenza molto significativa  
(p=0.0087). 
 (a) 
 (b)  (c) 
Fig. 7 
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FIG. 8 – I progenitori mesenchimali presentano un deficit nel 
differenziamento in early MSCs ma non in late MSCs.  
Gli andamenti delle due rette sono sovrapponibili: i valori dei coefficienti 
angolari m sono infatti molto simili. Pertanto, dopo 7 giorni (T1) dall’induzione 
del differenziamento, le early MSCs dei pazienti mostrano una capacità 
proliferativa simile a quelle riscontrata in soggetti sani.
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DISCUSSIONE 
Il mieloma multiplo è una patologia neoplastica plasmacellulare, il cui quadro 
clinico è aggravato, nella maggioranza dei casi, da lesioni ossee a carico della 
colonna vertebrale o di altri segmenti scheletrici. Non è inusuale che il paziente 
lamenti come sintomatologia iniziale un dolore riferito ad una zona dello scheletro 
che, quando indagata, riveli una frattura franca. Inoltre, il coinvolgimento 
scheletrico può essere così imponente da causare un crollo vertebrale, 
traducendosi in una compressione del midollo spinale con comparsa di sintomi 
neurologici. La lesione ossea è quindi un problema pressante e di primaria 
importanza nel paziente mielomatoso. 
In condizioni fisiologiche, si assiste ad un equilibrio tra processi di assorbimento e 
di apposizione ossea, che consente un rimaneggiamento dell’osso senza una sua 
diminuzione o aumento (turnover osseo). Nella patologia mielomatosa questi due 
processi risultano disaccoppiati in favore del riassorbimento osseo, il cui esito è 
invariabilmente la lesione tipica della malattia. Nel mieloma, il microambiente 
midollare risulterebbe alterato [108] e questa perturbazione si tradurrebbe in uno 
stravolgimento dei processi coinvolti nel turnover osseo.  
Nella nicchia ematopoietica, la cellula mesenchimale stromale rappresenta il 
precursore di molte popolazioni cellulari, avendo un ampia capacità 
differenziativa (osteogenica, condrogenica, adipogenica). Pertanto è plausibile 
ritenere che nella malattia mielomatosa possa esservi un’alterazione che coinvolga 
questa popolazione cellulare o i suoi progenitori, le MPCs (Mesodermal 
Progenitor Cells). 
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Dalla valutazione delle frequenze è stato possibile osservare una differenza 
significativa tra il gruppo di soggetti sani e quello dei pazienti con mieloma: le 
MPCs si mostrano ridotte in numero in questi ultimi e tale diminuzione non 
sembra avere una correlazione col sesso e con l’età. Il deficit quantitativo dei 
progenitori potrebbe condizionare le altre popolazioni mesenchimali: la presenza 
di una minore quantità di MPCs comporterebbe una minore capacità di 
rimodellamento ad opera delle cellule mesenchimali conducendo, di conseguenza, 
alle lesioni litiche sull’osso. 
Lo studio del differenziamento mesenchimale ha mostrato dati suggestivi. E’ stato 
osservato che, dopo 7 giorni di coltura in terreno differenziante, le MPCs isolate 
da soggetti sani mostravano una capacità di differenziamento superiore a quella 
riscontrata in pazienti con mieloma. Tale differenza si è osservata anche dopo 
ulteriori 7 giorni di coltura. Questo risultato indica la presenza di un difetto nel 
processo di differenziamento mesenchimale esibito dalle colture cellulari di 
pazienti. 
Il differenziamento da MPCs ad MSCs non è un unico processo bensì è 
espressione del susseguirsi di due stadi maturativi successivi [79]. Dopo 7 giorni è 
infatti possibile riconoscere le cosiddette early MSCs, caratterizzate 
dall’espressione di SSEA-4+ (marker espresso dalle MPCs) ed una bassa capacità 
proliferativa; dopo altri 7 giorni si osservano invece le late MSCs che mostrano le 
caratteristiche tipiche delle MSCs ed un’elevata capacità proliferativa.  
E’ stato dimostrato che il differenziamento da MPCs in early MSCs è regolato da 
una via di segnalazione intracellulare denominata via di Wnt non canonica che è 
invece inibita nel differenziamento in late MSCs. 
Wnt rappresenta una grande famiglia di proteine che partecipa a diversi processi 
biologici come l'embriogenesi, l'organogenesi e la cancerogenesi. Questa via 
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assume particolare rilevanza poiché è legata ai processi di osteoblastogenesi e di 
formazione dell'osso [109, 110]. Si riconoscono due vie appartenenti a Wnt (Fig. 
9): la via β-catenina dipendente (anche denominata Wnt/β-catenina o via 
canonica) e quella β-catenina indipendente dove riveste grande importante la via 
Wnt/Ca
2+
 (via non canonica).  
La via non canonica, attraverso il legame di Wnt5a e 5b al recettore di membrana 
Frizzled, promuove l’attivazione di una proteina eterotrimerica G che causa 
l’aumento del calcio intracellulare mediato da un meccanismo PKC-dipendente: si 
ha così l’induzione di alcuni fattori di trascrizione tra cui NFAT (Nuclear factor of 
activated T-cells). La via non canonica regola i processi di migrazione cellulare ed 
è in grado di esercitare un effetto inibitorio sulla via canonica che invece governa 
la proliferazione e la differenziazione cellulare [111]. 
Lo studio di Bolzoni et al. [112] ha mostrato che Wnt5a stimola il processo di 
osteoblastogenesi attraverso il suo recettore Ror2 (Receptor tyrosine kinase-like 
Orphan Receptor 2). L’espressione di Ror2 è aumentata nel processo di 
differenziamento di cellule mesenchimali in cellule osteoprogenitrici (preOBs). Le 
cellule mielomatose eserciterebbero un’inibizione dell’espressione di Ror2 
attraverso il blocco della via non canonica. Wnt5a/Ror2 rappresenterebbe quindi 
una via di grande interesse nella fisiopatologia delle lesioni ossee nel MM.  
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Fig. 9. Pathway di Wnt: via β-catenina dipendente (o canonica) e β-
catenina indipendente (o non canonica). La via canonica vede l'iniziale 
coinvolgimento di recettori di membrana (Frizzled e LRP5/6) attivati dal 
legame con Wnt3a. Tale legame, per mezzo della proteina intracellulare Dvl, 
induce l'inibizione di un complesso proteico (axin, APC, CKI, GSK3) che 
impedisce la fosforilazione della β-catenina e la sua conseguente degradazione 
mediata dal sistema ubiquitina-proteosoma. In questa maniera la b-catenina si 
accumula all'interno della cellula e migra nel nucleo dove stimola la trascrizione 
genica (TCF/LEF). Questa via regola la differenziazione e soprattutto la 
proliferazione cellulare. La via non canonica invece non vede la β-catenina 
come protagonista. Wnt5a si lega al recettore Frizzled che lega, sul lato 
intracitoplasmatico, la Dvl. Questa via causa l'attivazione di una proteina G 
eterotrimerica che porta ad un aumento dei livelli di Ca2+ attraversi un 
meccanismo dipendente da una protein kinasi C (PKC). Si attiva così la 
calcineurina e altre protein kinasi (CamKII) che portano all'attivazione del 
fattore di trascrizione NFAT) (Nuclear factor of activated T cells). 
Alternativamente, Wnt può stimalare delle kinasi intracellulari che comportano 
delle modificazioni sul citoscheletro, regolano così la polarità e la migrazione 
cellulare. 
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E’ stato però dimostrato che l’inibizione della via di Wnt non canonica è 
responsabile primariamente del blocco nel processo di differenziamento da MPCs 
ad early MSCs: un’alterazione presente nei progenitori mesenchimali, a causa di 
un arresto delle vie di differenziamento, potrebbe condurre ad una riduzione della 
popolazione osteoblastica giustificando la comparsa delle lesioni osteolitiche. Ciò 
sarebbe in accordo con il lavoro di Bolzoni. 
I nostri risultati confermerebbero la presenza di un deficit esclusivamente nella 
fase di differenziamento da MPCs in early MSCs, operato dall’inibizione a carico 
della via di Wnt non canonica. Il difetto di proliferazione non è presente dopo 7 
giorni di coltura e ciò indica che i soggetti normali e i pazienti con mieloma 
presentano la medesima capacità di differenziamento da early MSCs a late MSCs.  
I campioni sono stati coltivati anche in terreno non differenziante (PhABs). 
Quando coltivate in terreno PhABs, le MPCs non sono indotte al differenziamento 
ma tendono a rimanere nel loro stato di quiescenza. Il confronto tra colture 
cellulari di sani e pazienti non ha mostrato alcuna differenza. Per tale motivo è 
stato possibile apprezzare le MPCs in entrambi i gruppi di campioni. Alcuni 
campioni di soggetti sani hanno però mostrato una capacità di differenziamento 
simile a quella di cellule coltivate per 7 giorni in terreno differenziante. Tale 
comportamento non è stato però osservato in nessuno dei pazienti, i quali 
mostrano una capacità di differenziamento simile quando coltivate in terreno 
differenziante e PhABs. Ciò indicherebbe una spontanea capacità di 
differenziamento mostrata esclusivamente dalle MPCs di soggetti sani anche in 
assenza di stimoli differenzianti.  
Le MPCs di pazienti sembrerebbero quindi essere difettive in tal senso e ciò 
potrebbe rappresentare un ulteriore deficit qualitativo dei progenitori 
mesenchimali nella patologia mielomatosa. 
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E’ stato valutato, al termine di 3 settimane, il differenziamento osteogenico, 
rivelando che la superficie andata incontro ad osteogenesi nei soggetti sani è 
maggiore rispetto a quella dei pazienti. Questo dato si mostrerebbe in accordo con 
numerosi studi nei quali viene mostrato un difetto nel processo di 
differenziamento osteogenico a carico delle MSCs nei pazienti con patologia 
mielomatosa.  
I nostri risultati indicano invece che il difetto non deve attribuirsi al 
differenziamento osteogenico ma ad una alterazione a carico dei progenitori 
mesenchimali e della loro capacità di differenziamento in early MSCs: ciò è da 
ricondurre ad una perturbazione della via di Wnt non canonica. Quindi la lesione 
osteolitica del mieloma sarebbe causata da un difetto nei meccanismi di 
differenziamento mesenchimale delle MPCs. 
Questi dati suggeriscono che il difetto mostrato dalle MPCs rappresenta 
un’alterazione di primaria importanza nella patogenesi delle lesioni osteolitiche 
del mieloma e che le popolazioni cellulari mesenchimali che costituiscono il 
microambiente midollare, di cui fanno parte le MPCs, dovrebbero rappresentare 
un target fondamentale nel futuro approccio terapeutico della malattia. 
Le MPCs possiedono la capacità di differenziare in senso mesenchimale 
(adipociti, condrociti ed osteoblasti); essi sono in grado di differenziare anche in 
endotelio. Le MPCs possono quindi differenziare in tipologie cellulari che 
partecipano alla costituzione della nicchia ematopoietica e che rappresentano una 
riserva per le diverse popolazioni cellulari residenti.  
Osteoblasti e adipociti partecipano alla creazione del microambiente: essi infatti 
producono fattori che regolano l’ematopoiesi sostenendo la crescita delle HSCs; 
inoltre una sottopopolazione di osteoblasti (SNO) funge da sito di ancoraggio per i 
progenitori ematopoietici. Un’alterazione quantitativa e/o qualitativa potrebbe 
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portare ad una diminuzione nel numero delle HSCs o ad una perturbazione del 
processo di maturazione. 
Le MPCs sono progenitori mesenchimali che risultano positivi all'espressione 
della Nestina, filamento intermedio citoscheletrico. In un recente lavoro [68] sono 
state descritte delle cellule Nestina+ che si localizzano nella regione perivascolare 
nel midollo osseo del topo. Pertanto, queste cellule Nestina+ potrebbero 
corrispondere alle MPCs di topo, simili alle MPCs identificate nell'uomo. In tal 
senso, la localizzazione perivascolare delle MPCs potrebbe suggerire un ruolo 
nella regolazione dei meccanismi omeostatici alla base del traffico midollare delle 
cellule ematopoietiche.  
La perdita dell’omeostasi del microambiente midollare conduce allo sviluppo di 
lesioni osteolitiche. Nella patologia mielomatosa è però presente anche un altro 
importante elemento: l’angiogenesi. Tale processo si considera suddiviso in due 
fasi: una iniziale avascolare seguita da una vascolare, tipica del MM attivo [113]. 
In questa patologia si assisterebbe quindi alla perturbazione dei meccanismi che 
regolano la formazione di nuovi vasi. Anche in questo caso, le MPCs potrebbero 
svolgere un ruolo primario. L’inibizione della via di Wnt non canonica comporta 
un blocco del differenziamento mesenchimale ma non della capacità di 
differenziamento endoteliale: pertanto l’equilibrio proliferativo delle MPCs 
potrebbe propendere verso la formazione di nuovo endotelio spiegando l’aumento 
dei processi neo-angiogenetici nel mieloma. 
Poiché lo sviluppo di nuovi vasi e il depauperamento del compartimento osseo 
rappresentano momenti essenziali nella patogenesi del MM, si mostrano 
particolarmente vantaggiosi quei farmaci che possano intervenire modificando 
l’evoluzione di questi due processi; altresì è possibile interferire a livello dei 
pathways cellulari ritenuti responsabili. Sebbene il MM rimanga una patologia 
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non guaribile, la sempre maggiore comprensione della patogenesi, dei meccanismi 
intracellulari e delle interazioni tra plasmacellula e microambiente, ha permesso lo 
scoperta di nuovi target genetici e molecolari. Questo approccio terapeutico 
mirato (Target Therapy) rappresenta uno strumento efficace nel trattamento della 
patologia mielomatosa [114]. 
In alcuni studi è stato osservata un’azione antitumorale di Wnt5a [111]: tale 
proteina ha infatti mostrato un’efficacia nella soppressione di alcune tipologie 
neoplastiche esercitando un effetto inibente sulla proliferazione, migrazione ed 
invasività. Nonostante non si conoscano precisamente i meccanismi coinvolti 
nella via non canonica di Wnt, è possibile ritenere che l’inibizione esercitata sulla 
via canonica Wnt/β-catenina, coinvolta nella differenziazione e nella 
proliferazione cellulare, possa ostacolare la crescita tumorale.  
E’ stato osservato come l’azione sulla via di Wnt produca effetti che non 
coinvolgono soltanto la massa tumorale [115]. BHQ880 è un anticorpo 
monoclonale umano che neutralizza Dickkopf-1 (DKK-1), un’antagonista della 
via di Wnt canonica: viene così stimolata l’osteoblastogenesi. BHQ880 agirebbe 
sull'interazione cellule stromali-plasmacellule in vitro, comportando ad una 
diminuzione della produzione di IL-6, l’up-regulation dei livelli di β-catenina ed 
una down-regolation dell'attività di Nf-κB nelle cellule stromali.  
Diversi studi [116, 117] mostrano che la via di Wnt e Nf-κB sono intimamente 
connessi. L’importanza di Nf-κB deriva dalla diversa suscettibilità osservata in 
pazienti sottoposti a trattamento. Si ritiene che il motivo di tale suscettibilità sia da 
ricondurre ad un meccanismo di drug resistance associato all'attivazione di tale 
fattore di trascrizione. Nf-κB (Nuclear factor-kappaB) è coinvolto nelle reazioni 
cellulari in risposta a diverse situazioni: stress, citochine, stimoli immunitari da 
patogeni. In assenza di sollecitazioni, tale fattore si trova nel citoplasma 
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complessato ad una proteina inibitoria (IκB) che ne impedisce la migrazione nel 
nucleo. In presenza di stimoli appropriati, l’IκB viene ubiquitinata e degradata: in 
questa maniera Nf-κB trasloca nel nucleo dove si lega a specifiche sequenze di 
DNA stimolando la trascrizione genica. Vi sono diverse opzioni di trattamento che 
hanno come target terapeutico Nf-κB. La via Ubiquitina-proteosoma (Ubiquitin-
Proteasome Pathway, UPP) gioca un ruolo critico nella regolazione di questo 
fattore di trascrizione [118]. Per questo motivo il proteosoma diviene essenziale 
soprattutto per i segnali coinvolti nella proliferazione cellulare e nelle vie 
metaboliche di sopravvivenza; essendo il principale responsabile del turnover 
intracellulare delle proteine, un difetto nella sua attività può portare ad una 
espansione cellulare e allo sviluppo tumorale. L’inibitore del proteosoma, 
Bortezomib, è in grado di indurre l’apoptosi cellulare attraverso la stabilizzazione 
citoplasmatica di IκB e il blocco della traslocazione nucleare di NF-κB. La 
diminuzione della trascrizione, NF-κB dipendente, di geni correlati a 
sopravvivenza cellulare, proliferazione, invasione, metastatizzazione e 
vasculogenesi potrebbe spiegare gli effetti terapeutici descritti in letteratura. 
L’efficacia del Bortezomib deriva dalla pluralità di effetti antineoplastici osservati: 
arresta la crescita cellulare, induce l’apoptosi nelle cellule tumorali e mostra 
un’efficacia antiangiogenetica [90]. Un’ulteriore azione, essenziale nella patologia 
mielomatosa e mostrata esclusivamente dal Bortezomib, è rappresentata 
dall’effetto anabolico sull’osso [92, 93]. 
Altri farmaci che agiscono su Nf-κB sono i cosiddetti Immunomodulatori (IMiD, 
ImmunoModulatory Derivates). Tra questi, Talidomide e Lenalidomide sono 
comunemente usati nel trattamento del MM. Il meccanismo d’azione non è stato 
ancora ben chiarito ma si ritiene avvenga attraverso il blocco del segnale di Nf-
kB. Molteplici sono gli effetti osservati tra cui un’inibizione dei processi di 
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angiogenesi e di produzione citochinica, effetti antineoplastici diretti ed effetti 
anti-infiammatori, sensibilizzazione delle cellule mielomatose all'apoptosi [119]. 
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CONCLUSIONI 
 
 
Nel Mieloma Multiplo è presente una perturbazione della nicchia midollare 
dovuta alla presenza del clone neoplastico plasmacellulare. Per meglio 
comprendere la fisiopatologia della malattia è necessario porre attenzione anche al 
microambiente, che rappresenta la cornice essenziale in cui si sviluppa la malattia.  
All’interno di questa cornice assumono grande importanza le MPCs: questi 
progenitori mesenchimali mostrano infatti un primitivo coinvolgimento che può 
condizionare le popolazioni cellulari stromali che da essi originano. E’ possibile 
ritenere che l’alterazione delle MPCs sia responsabile delle lesioni osteolitiche 
che caratterizzano la malattia. Sembra quindi riduttivo considerare le alterazioni 
della nicchia come un esclusivo effetto conseguente alla presenza della 
plasmacellula mielomatosa. Le MPCs si delineano quindi come nuove attrici 
all’interno della nicchia ematopoietica. 
Il macchinario mesenchimale obbedisce tuttavia a meccanismi complessi che 
necessitano di ulteriori indagini: a tal proposito, sarebbe opportuno indagare la 
capacità differenziativa endoteliale mostrata dalle MPCs, alla luce dei meccanismi 
pro-angiogenetici osservati nel mieloma. Inoltre sarebbe essenziale valutare 
l’efficacia delle nuove terapie e gli effetti che possono esercitare sulle 
MPCs/MSCs e sul microambiente: questo percorso rappresenterebbe uno squarcio 
nella fitta trama di interazioni tra le diverse popolazioni cellulari midollari.  
Queste indagini di certo costituiranno un’importante integrazione del quadro 
finora studiato e potrebbero consentire un ulteriore approfondimento sui processi 
patogenetici che portano allo sviluppo del Mieloma Multiplo. 
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